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摘    要 
短小芽孢杆菌类群（Bacillus pumilus group，简称 Bp group）是芽孢杆菌属
中短小芽孢杆菌（B. pumilus）与其近缘种的统称，此类群菌株可合成多种活性
物质，在工农医等领域具有重要的应用价值。此类群菌株种间 16S rRNA 相似度
达 99.5%，许多数据库的菌株因使用 16S rRNA 基因分类被错误命名，因此，准
确定种有必要开展高精度系统进化研究；目前已有研究大多针对陆地环境分离
的菌株，对海洋来源 Bp group 多菌株的基因组学研究未见报道，其基因组学研
究相对滞后。本研究对本实验室分离的 17 株 Bp group 菌株（16 株分离自海洋，
1 株分离自土壤）进行了基因组测序，并对 52 株 Bp group 菌株（另外 35 株菌株
基因组下载自 NCBI）首次进行了系统发育基因组学、泛基因组学和环境适应性
的研究。 
研究结果显示（1）分别基于 2039、997 、478 个直系同源单拷贝基因的系
统发生分析均将 52 株 Bp group 菌株分成了 3 个种，即 B. pumilus、B. altitudinis
和 B. safensis；种属水平差异优先于环境分布的差异，即来自于同一种的菌株首
先聚在一起，同一个种内，海洋来源的菌株更倾向于聚在一起。同时采用了 ANI
值聚类和 Mash 距离构建系统发生树进行验证，得到完全一致的分种结果。根据
本研究准确的分种结果，52 株中的 16 株菌株的种名需要重新修改。    
（2）泛基因组分析结果显示 Bp group 具有较大的泛基因组，核心基因组在
整个泛基因组中的比例比较小，附属基因和菌株特异基因比例高体现了其在基
因组成上丰富的多样性，为其适应不同的生活环境提供基础。泛基因组特征曲
线发现随着测序基因组数目增多，核心基因组基本稳定在 2900 个基因，泛基因
组大小几乎呈线性增加，表明其具有“开放型”泛基因组，与 Bp group 生境的
多样性（海洋、土壤、昆虫、植物、动物和人体等）相一致。3 个种各自泛基因
组特征的比较显示了种间较高的遗传相似性。 
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（3）20 株海洋菌株共有基因中包含了对海洋高渗透压、低温和寡营养适应相
关基因，包括甜菜碱/肉毒碱/胆碱转运蛋白、K+转运蛋白、Na+转运相关蛋白、
小电导机械敏感性离子通道、热激蛋白、ABC 转运蛋白、氨基酸转运蛋白、海
藻糖透性酶、葡萄糖透性酶、磷酸转移酶系统蛋白、金属离子转运蛋白、多药
抗性泵、信号转导相关基因和胞外水解酶等等。另外，分别对 3 个种种内海洋
菌株与陆源菌株的差异基因的分析发现了陆源菌株特有基因相比于海洋菌株特
有基因，其功能种类更为丰富，可利用的氨基酸和碳水化合物种类存在差异，
并且陆源菌株特有基因中含有更多与芽孢形成相关基因；海洋菌株特有基因则
更多是与转录、细胞分裂、复制、重组和修复以及防御功能相关基因，或许与
海洋环境存在大量噬菌体以及减少海洋低温高渗等环境引起的 DNA 损伤相适
应。 
本研究首次对多株海洋Bp group菌株借助泛基因组学的分析方法研究了其与
陆地菌株的进化关系和环境适应性机制：首先，相比于 B. pumilus 与 B. safensis，
B. altitudini 可能是较早分化出来的种，然后才分化出 B. pumilus 与 B. safensis。
同一个种内，海洋来源的菌株更倾向于聚在一起；不同种的海陆分化情况不同，
B. altitudini 海洋菌株可能由陆地菌株分化而来，B. safensis 中陆地来源菌株可能
是由海洋菌株分化而来，而 B. pumilus 中无明显的海陆分化关系。种差异和环境
差异引发的进化信号应该是同时存在的。其次，52 株 Bp group 开放型的且较大
的泛基因组与生境多样性相一致，种间泛基因组组成的相似性体现了其高度近
缘。最后，海洋菌株中通过与低温、高盐、寡营养适应相关的功能基因应对海
洋环境；陆源菌株通过拥有比海洋菌株功能种类更为丰富的基因应对更为复杂
多变的陆地环境，与氨基酸和碳水化合物利用相关的基因在海陆菌株中存在差
异，是与其不同生境适应性进化的结果；并且陆源菌株特有基因中含有与孢子
形成相关调控基因数目和种类更多，因而推测其在复杂的陆地环境中或许面临
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更多的环境胁迫，通过调控孢子形成度过暂时不利的环境。综上，本研究纠正
了 Bp group 芽孢杆菌的常见命名错误，为其资源开发利用提供了正确的分类学
指导；了解了 Bp group 遗传多样性、种间共性和差异，也为认识基因与环境的
关系提供了参考；另外，丰富的基因组数据将为后续挖掘活性物质合成基因并
将其应用于生物技术产业提供重要基础数据。 
 
关键词：短小芽孢杆菌类群、系统进化、泛基因组学、环境适应性
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英文摘要 
 
Abstract 
Bacillus pumilus group (Bp group) strains have been studied due to their 
agronomic, industrial or pharmaceutical potential in synthesizing enzymes, antibiotics 
and other active products. However, classifying of strains in this taxonomic group at 
species level is a big challenge since it is composed of four species that share among 
them over 99.5% of 16S rRNA gene identity, thus requiring high resolution method 
to accurately demarcate. What’s more, the majority of strains belong to this group are 
isolated from terrestrial ecosystem. So far, no systematic data are available to 
evaluate the evolution and adaption of both marine and terrestrial stains of this group 
at the genome level. Therefore, our study sequenced the genomes of 17 Bp group 
strains (16 from marine and one from soil) and compared their genomes with 35 
strains (genomes downloaded from NCBI) in the arespect of phylogenesis, 
pan-genome and niche adaptation. 
  Results showed three phylogenetic trees according 2039, 997, 478orthologous 
genes grouped 52 Bp group strains into three species, B. pumilus，B. altitudinis and B. 
safensis. Strains isolated from marine tended to cluster together in the same species. 
ANI and Mash distance phylogenetic tree also displayed a similar topology, 
validating phylogenesis of these three species. 16 strains were found to be 
misclassified.  
  Pan-genome analysis revealed that Bp group had a larger pan-genome. Core 
genome of Bp group accounted relative small proportion. Higher ratio of accessory 
genes and strain specific genes reflected their genomic diversity, which contributed to 
niche adaptation. Pan-genome characteristic curve represented a stable trend of core 
genes with the number of genomes increasing, approximately 2900; and a linear 
increasing of pan-genome genes, indicating an open pan-genome. An open 
pan-genome might be adapted to Bp group diversity habitats. Further comparing 
pan-genome among three species revealed higher genetic similarity of these species. 
  Genes shared by 20 marine strains included that could adapt to marine higher 
osmotic pressure, lower temperature and oligotrophic, such as choline/glycine 
/betaine transporter, K
+
 transport, Na
+
 transporters, small-conductance 
mechanosensitive channel, HSP10, ABC-type transporters, amino acid transporters, 
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fucose permease, glucose uptake permease, phosphotransferase system proteins, 
multidrug efflux pump, Mg/Co/Ni transporter, Mn
2+
 and Fe
2+ 
transporter, 
glycosyltransferases, signal transduction proteins and enzymes for degrading. What’s 
more, different genes between marine and land strains respectively from B. pumilus, 
B. altitudinis and B. safensis showed land specific genes in the same species had 
more diversity function. The available amino acids and carbohydrates were different 
between land specific genes and marine specific genes in the same species. More land 
specific genes related to spore formation. Marine specific genes in the same species 
had more genes involving in transcription, cell division, cell replication, repairation 
and defense, might reflecting adaptation to the marine environment, since these genes 
could defend a large number of phages in the sea water and reduce DNA damage. 
Our research first studied the taxonomy status, pan-genome feature and niche 
adaptation of 52 Bp group and learned their phylogeny, divergence and adaptation. 
Our study will gain insights into the interaction between genotype and environment 
and provide abundant genomic data to exploit active products for application. 
 
 
 
Keywords: Bacillus pumilus group, phylogenetics, pan-genome, niche adaptation 
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1   引言 
1.1 短小芽孢杆菌类群(Bacillus pumilus group) 
1.1.1应用价值 
芽胞杆菌（Bacillus），属革兰氏阳性菌，呈杆状，好养或兼性厌氧，可产生
抗逆性极强的芽胞度过不利的生长条件。因此，具有很强的环境适应性而广泛分
布，不仅在土壤、海洋、动植物体内等均有发现，在极端环境中也分离到此类菌
株，如热液喷口[1]、南极[2]、火山[3]、盐田[4]、沙漠[5]等环境。芽孢杆菌种类
繁多，目前已报道的有 334 个种(http://www.bacterio.net)。 
短小芽孢杆菌类群（Bacillus pumilus group，简称 Bp group）是芽孢杆菌属
中的一大类，是短小芽孢杆菌（Bacillus pumilus）与其近缘种的统称。 Bp group
目前包括了四个种，B. pumilus，B. safensis，B. altitudinis 和 B. xiamenensis[6]。
属于此类群的菌株大多具有广泛的应用价值，以 B. pumilus 为代表，可合成多种
活性物质，主要包括抗生素、酶、糖、氨基酸和其他次级代谢产物等[7]，特别
是其分泌的多种酶类，被广泛应用于酶制剂工业，包括纤维素酶[8，9]、蛋白酶
[10,11]、脂肪酶[12,13]、木聚糖酶[14,15]等等；此类群的菌株可作为多种分泌蛋
白基因表达受体，应用于基因工程和分子生物学研究领域[16,17]；许多菌株还可
与动植物形成良好的共生体系，作为生物菌肥或生物防治剂[18,19]和益生菌制剂
[20]；另外，具有降解环境污染物如重金属、氰化物等能力的菌株，可作为环境
生物修复剂[21,22]等。可见，属于 Bp group 的菌株在农业、制药、造纸、水产
养殖以及其它工业领域具有重要的应用价值。 
由于海洋环境的特殊性（低温、高压、高盐），海洋微生物产生的相关活性
物质也必须适应这种相对陆地而言的极端环境，才能发挥其功能和作用，因此相
比于陆源微生物产生的活性物质，海洋微生物产生的活性物质具有更高的稳定性
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和更强的活性[23]。而目前 Bp group 大多分离自陆地环境，大规模的分离到海洋
来源的菌株仅见于本实验室前期 Liu 等人的报道中 76 株来源于深海、沿海和极
地的 Bp group 芽孢杆菌被分离鉴定[24]。对海洋来源 Bp group 芽孢杆菌的分离、
鉴定和进一步的深入研究将为工业应用提供新资源。 
1.1.2 Bp group 分种研究 
Bp group 目前包括四个种，B. pumilus, B. safensis, B. altitudinis 和 B. 
xiamenensis[6]。对此类群菌株进行科学研究和资源开发首先要解决准确定种的问
题。Woese 等提出的基于 16S rRNA 推断细菌的演化[25]是目前广泛应用的新种
鉴定方法[26]。但 Bp group 种间 16S rRNA 相似度高达 99.5%以上[27]，因此，
仅根据 16S rRNA 难以实现这些近缘种的准确分类。目前，许多数据库的菌株由
于使用 16S rRNA 基因分类被错误命名，进而影响了后续研究的准确性[27]。
Maiden 等提出的多位点序列分型技术（Multilocus sequence typing, MLST）比仅
根据 16S rRNA 的分种方法在灵敏度上有了明显的提高[28]，而成为细菌分类鉴
定的最重要的方法之一。Branquinho 等采用 gyrB-rpoB 串联对 41 株属于 Bp group
芽孢杆菌进行系统进化分析，纠正了其中 38 株的先前基于 16S rRNA 的错误分
种结果[29]。本实验室前期也通过多位点序列分型技术对 76 株海洋 Bp group 芽
孢 杆 菌 进 行 了 初 步 的 系 统 进 化 分 析 [24] 。 通 过 7 个 看 家 基 因
gyrB-rpoB-pycA-pycE-mutL-aroE-trpB 进行串联后分析发现这些菌株被分成了 6
个组，可能代表 6 个种；除了当时已经报道的 3 个种外（B. pumilus, B. safensis
与 B. altitudinis），还有三个组，属于未知种。此外，通过对单个看家基因的筛
选，发现 gyrB 基因系统进化与 MLST 分析结果最为吻合。可见，多位点序列分
型技术分种准确度明显高于基于 16S rRNA 的分种方法。然而由于分析用到的持
家基因只占整个基因组的 0.1%-0.2%，种内各菌株的进化关系仍有待验证，对于
深入研究 Bp group 的分化和进化仍有一定局限性。Hall 等人也指出 MLST 对于
亲缘关系较近的同物种不同菌株区分度仍有待提高，例如 MLST 数据库中，2425
个菌株被分类成 945 个序列型（sequence type, ST），其中有 142 个被聚类成 ST8，
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
短小芽孢杆菌类群（Bacillus pumilus group）分类、泛基因组学与环境适应性研究 
5 
120 个被聚类成 ST239，然而 ST8 和 ST239 内的这些菌株彼此之间却无法进一步
区分[30]。伴随高通量测序技术的发展和测序成本的不断降低，越来越多的菌株
已完成全基因组测序，基于基因组序列信息的 DNA-DNA 杂交（DNA-DNA 
Hybridization, DDH）、平均核苷酸相似度（average nucleotide identity ANI）和基
于泛基因组的系统进化分析为细菌准确分种提供了更高精度的方法[30,31,32]。
其中 DDH 值对应于 70%的 16S rRNA 相似度，ANI 值对应于 95%的 16S rRNA
相似度。泛基因组至少从两个角度为细菌物种鉴定提供了新的高精度的方法。第
一种方法与 MLST 方法类似，基于核苷酸的遗传变异。泛基因组分析选取所有
单拷贝的核心基因用于演化分析；其二是基于基因得失的进化事件，计算不同菌
株之间非核心基因比例以及差异作为距离矩阵做演化分析。Hall 等人通过比较基
于泛基因组的方法和基于 MLST 方法发现基于泛基因组方法更加灵敏和精确
[30]。Espariz 等将 NCBI 中 24 株属于 Bp group 的分离于陆地的菌株采用核心基
因组单拷贝基因构建系统发生树，同时计算 ANI 验证分种结果，发现其中 50%
的菌株之前被错误分种[27]。可见，有必要对数据库中 Bp group 类群菌株通过基
因组水平的高精度进化分析重新分种，而且多种基因组水平的分种方法相互验证
可以进一步保证系统进化分析的准确性。 
1.1.3 基因组学研究进展 
    目前提交于 NCBI 的已完成基因组测序的 Bp group 菌株有 59 株，其基因组
学研究大多集中于单个菌株的基因组测序和分析，而且大多是以简报的形式发表
的，已报告的其研究内容多涉及生理特征代谢、次级产物合成和抗逆性相关的遗
传基础，比较基因组学、系统发育基因组学相关报道甚少。如分离自海洋与海绵
共生的 B.pumilus PE09-72 基因组草图中发现了 8 条次级代谢途径，包括非核糖
体多肽（nonribosomal peptides, NRP）合成途径、核糖体多肽和聚酮化合物合成
混合途径、萜类合成途径、细菌素合成途径、聚酮化合物合成与萜类合成混杂途
径。其中合成的一种类似地衣素的化合物是一种新的次级产物[33]；分离于土壤
中的 B. pumilus BA06 的基因组测序和分析显示，其膜转运蛋白、硫代谢相关蛋
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白、信号转导相关蛋白、运动和趋化蛋白比其模式菌 B. pumilus SAFR-032 多[34]；
已知 B. safensis S9 具有分解脂肪和蛋白水解的活性，基因组分析发现了相关的酶
和分泌系统；另外，还从基因组中鉴定出一系列工业应用相关酶如淀粉酶、蛋白
酶、葡聚糖酶、木聚糖酶和果胶酸裂解酶等[35]；B. safensis RIT372 基因组测序
分析发现次级代谢产物杆菌溶素、地衣素等合成基因[36]。对分离自飞蛾体内的
B. altitudinis B-388 的基因组测序分析发现其可产生一种细胞外的 RNA 酶[37]。
对分离自宇宙飞船的 B. pumilus SAFR-032 的基因组测序和与 B. subtilis、B. 
licheniformis 基因组的比较分析，发现了在其他芽孢杆菌里没有的对紫外辐射损
伤修复相关和对 H2O2引起的氧化应激响应相关的基因，为解释其芽孢具有强紫
外辐射和 H2O2 耐受力提供了候选基因和通路[38]。B. pumilus ATCC7061 的基因
组图谱与 B. pumilus SAFR-032 的比较分析发现一种非同源的整合接合元件与其
芽孢是否有强抗逆性有关[39]。 进一步将 B. pumilus SAFR-032 与 B. safensis 
FO-36b和 B. pumilus ATCC7061T基因组序列进行比较显示：B. pumilus SAFR-032
中有 170 个基因是 B. safensis FO-36b 和 B. pumilus ATCC7061T所没有的；4 个基
因是与 SAFR-032 和 FO-36b 的强抗逆性相关的；53 个涉及芽孢形成、调控和萌
发、DNA 修复、 过氧化氢抗性的基因在其他芽孢杆菌中有的，在这 3 个菌株中
均未发现。之前报道的与 SAFR-032 的强过氧化氢抗性和 DNA 修复相关的基因
在 ATCC7061T中均存在，由于 ATCC7061T并未显示如 SAFR-032 的对紫外辐射
和过氧化氢的强抗逆性，因此，之前的候选基因可能需要重新验证。SAFR-032 特
异基因中的 5 个与 DNA 损伤修复相关的基因，包括 2 个解旋酶、1 个 ATP 结
合蛋白、1 个核酸内切酶、 1 个 DNA 甲基化酶或许是新的有待验证的与其强抗
逆性相关的候选基因[40]。而较多数量菌株的基因组学分析仅见于 Espariz 等人
对 NCBI 中 24 株 Bp group 的陆地来源的菌株的系统发育基因组学研究[27]。可
见，较大规模的 Bp group 的比较基因组学研究相对匮乏，而且已报道的仅见于
陆源菌株。伴随越来越多的海洋菌株被分离鉴定[24]，这些海洋来源的菌株基因
组基本特征如何？其与陆地来源菌种有什么不同？同来源的菌株在进化过程中
是如何相互演变的？产生海陆差异的遗传基础是什么？而这些问题的线索和答
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案因海陆来源菌株的比较基因组研究的空白而未见报道。 
1.2 泛基因组研究现状 
1.2.1 泛基因组概念 
泛基因组是指一个物种全部基因组成，包括了 3 个组成部分（见图 1）（1）
核心基因组（core genome）：在所有菌株中都存在的基因；（2）附属基因组
（accessory or dispensable genome）： 在 2 个及以上菌株中存在的基因；（3）
菌株特异基因（strains-specific  gene）：仅在某一个菌株中存在的基因[41]。核
心基因组主要包含持家基因，是维持基础代谢、DNA 复制、转录翻译、细菌繁
殖等重要基础功能必不可少的，决定着细菌种内几乎所有个体都具有的基本功能
和表型特征；附属基因组被认为不涉及关键的代谢功能，但在维持遗传多样性和
增强细菌的生存优势方面起重要作用：包含与细菌适应特定的生存环境有关的基
因以及决定着细菌的毒力、血清型、适应性、抗生素抗性甚至是营养方式的基因；
菌株特异基因仅在某一个菌株中存在的基因，与单个菌株的特异性有关[42,43]。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 1-1  微生物泛基因组组成图[41]。 
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Figure 1-1 Components of microbe pan-genome. 
由于菌株中附属基因以及菌株特异基因的存在，因而单个菌株中的基因总数
远小于该物种的泛基因组基因数目。如 Lefebure 等人对 26 株链球菌属
（Streptococcus）菌株进行分析发现，每株菌株中蛋白编码基因数量在 1697-2376
之间，但其泛基因组大小己经超过 6000[44]。于是微生物学家们相继提出到底需
要测序多少菌株能了解该物种以及群体的泛基因组大小的问题？随着被测序基
因组数量不断增加，若该群体或物种的泛基因组大小不断增加，则认为其具有开
放的泛基因组，如 Streptococcus agalactiae[41]；相反地，若随着测序基因组数量
增加，泛基因组大小增加到一定程度基本趋于稳定，则该物种具有封闭的泛基因
组，如 Staphylococcus aureus[45]。随着泛基因组学在细菌比较基因组学研究中的
广泛应用，越来越多的细菌泛基因组特征被研究。一般地，泛基因组特征开放或
者闭合反映了该物种在基因组成上的多样性程度，同时体现了该物种的生长环境
多样性以及该物种与外界进行遗传物质交流的能力[42]。 
1.2.2 泛基因组研究应用 
1.2.2.1 基因组动力学研究 
在漫长的进化历程中，由于基因水平转移、重组等因素存在，不同细菌基因
组在功能和结构上存在较明显的分化差异[46]。作为比较基因组学重要分支，细
菌泛基因组学更侧重于从群体角度对细菌基因组进行分析，研究细菌基因组动力
学特征，从而分析细菌基因组在进化过程中动态变化。通过 26 株链球菌
（Streptococcus）泛基因组分析发现，无乳链球菌（S. agalactiae）与产脓链球菌
（S. pyogenes）相比，前者拥有更大的泛基因组，核心基因组中重组事件较少，
而产脓链球菌虽然泛基因组较小，但核心基因组经历的重组事件非常频繁；同时
链球菌不同物种菌株中普遍存在重组事件，正选择在链球菌不同物种分化中也比
较普遍（11%-34%的核心基因组存在正选择）[44]。21 株从人表皮分离的非致病
Staphylococcus epidermidis 和 9 株从医院感染病人中分离的病原 S. epidermidis 泛
基因组分析显示 S. epidermidis 可以分成两组，其中一组含非致病菌株，而且这
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